
 

 
 

果樹および果実における内⽣アブシシン酸制御と

環境ストレス応答に関する研究 

 
2021 年 1 ⽉ 提出 

 
 
 
 

 
 

 
 

千葉⼤学⼤学院園芸学研究科 
環境園芸学専攻⽣物資源科学コース 

 
富⼭ 博之 

 

  



 

（千葉⼤学審査学位論⽂） 
 

果樹および果実における内⽣アブシシン酸制御と

環境ストレス応答に関する研究 

 
2021 年 1 ⽉ 提出 

 
 
 
 

 
 

 
 

千葉⼤学⼤学院園芸学研究科 
環境園芸学専攻⽣物資源科学コース 

 
富⼭ 博之 

 

  



 1 

⽬次 

 

第 1 章 序論                                                          3 

 1.1 環境ストレス                                                 3 

 1.2 アブシシン酸（ABA）                                            5 

 1.3 内⽣ ABA 制御化合物                                         10 

 1.4 研究の⽬的と論⽂の構成                                    12 

 

第 2 章 ABA8’位⽔酸化酵素阻害剤処理がブドウ挿し⽊の乾燥ストレス耐性 

および発根に及ぼす影響                                            13 

 2.1 緒⾔                                                        13 

 2.2 材料および⽅法                                              16 

 2.3 結果                                                        23 

 2.4 考察                                                        33 

 2.5 結論                                                        36 

 

第 3 章 収穫後の⾼温ストレス処理＋ABA 合成阻害剤処理がウメ果実の追熟に

及ぼす影響                                                        38 

 3.1 緒⾔                                                        38 

 3.2 材料および⽅法                                              40 

 3.3 結果                                                        47 

 3.4 考察                                                        56 

 3.5 結論                                                        58 



 2 

 

第 4 章 総括                                                         60 

 4.1 本論⽂の摘要                                                60 

 4.2 今後の課題および展望                                        61 

 

引⽤⽂献                                                          64 

 

謝辞                                                                78  



 3 

第 1 章 序論 

 

1.1 環境ストレス 

植物にとって好ましくない外的要因には病害⾍、雑草などによる⽣物的ストレ

スと⾼・低温や乾燥などの⾮⽣物的ストレス（Fig. 1.1）があり、後者は環境スト

レスと呼ばれる。作物⽣産において、環境ストレスによる収量減少への影響は⽣

物的ストレスよりも⼤きいと推定されている（Ashraf et al., 2012）。現在、世界⼈

⼝の増加による⾷料需要の増⼤や気候変動に起因する⾷糧⽣産の不安定化が懸

念されており、気候変動による乾燥や⾼温、低温、降⾬などの環境ストレス下で

の安定した農作物⽣産が求められている（Nishimura et al., 2019）。特に、気候変

動による乾燥ストレスが世界中で増加している（Ullah et al., 2018）。乾燥ストレ

スは植物の成⻑を最も制限する環境ストレスであると認識されており（Lambers 

et al., 2008）、乾燥ストレス耐性品種や乾燥ストレス耐性付与技術への期待が⾼

まっている。⼀⽅で、適度な環境ストレス処理は収穫後の貯蔵性や品質維持に好

ましい影響を及ぼす（Opio et al., 2017; Francini and Sebastiani, 2019）。中でも温⽔

処理や温⾵処理、蒸気処理などの⾼温ストレス処理は果実の病害⾍防除効果に

加え、クライマクテリック型果実の⽇持ち性向上効果を⽰す（Lurie, 1998）。⼀

般的に、クライマクテリック型果実の⽇持ち性向上には、エチレン作⽤阻害剤で

ある 1-メチルシクロプロペン（1-MCP）処理が効果的であり、SmartFresh という

商品名でリンゴやカキなどで実⽤化されている。しかし、モモやウメなど果実の

種類によっては 1-MCP によるエチレン⽣成の抑制効果は低いことが報告されて

おり（Hayama et al., 2005; Poyesh et al., 2017）、効果的な⽇持ち性向上技術の開発

が求められている。特に、⾼温ストレス処理は安全かつ効果的な追熟抑制法とし

て認識されており、果実のポストハーベスト処理として期待されている（Paull 

and Chen, 2000）。 



 4 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Fig. 1.1 Potential abiotic stresses that can compromise crop yield and produce quality 

(Francini and Sebastiani, 2019). 

  



 5 

1.2 アブシシン酸（ABA） 

アブシシン酸（ABA）は植物の休眠や成熟、環境ストレス耐性に関与している

植物ホルモンとして知られている。環境ストレスにより合成された ABA は細胞

に作⽤することで細胞内シグナル伝達系を活性化し、ABA 応答性遺伝⼦発現を

誘導する。ストレスから開放された場合、ABA は速やかに分解され、ABA によ

る応答はキャンセルされる。したがって、内⽣ ABA 量の調節が環境ストレス応

答の制御に重要である。⼀般的に、内⽣ ABA 量は ABA の合成と不活性化のバ

ランスにより決定している（Kushiro et al., 2004）。⾼等植物において、ABA は

C40カロテノイド類を初発材料に合成される（Fig. 1.2）。キサントキシンまでの

反応は葉緑体で⾏われ、それ以降の反応は細胞質基質で進⾏する。9-cis-エポキ

シカロテノイド類である 9-cis-ビオラキサンチンおよび 9’-cis-ネオキサンチンか

らキサントキシンを切り出す 9-cis-エポキシカロテノイドジオキシゲナ−ゼ

（NCED）による酸化開裂反応が ABA 合成の律速段階とされる。⼀⽅で ABA の

代謝は、⽔酸化による環構造の修飾あるいは糖の結合による結合型 ABA の形成

の 2 種類に分類される。糖による結合体形成は可逆的反応であるのに対し、⽔

酸化による環構造の修飾は不可逆的反応であることから、⽔酸化による代謝が

ABA 不活性化の主要経路であると考えられている。ABA の⽔酸化は 7’位、8’位

および 9’位の 3ヶ所で⾏われるが、8’位の⽔酸化が最も重要である（Okamoto et 

al., 2011）。8’位の⽔酸化により ABA は 8’-ヒドロキシ ABA、ファゼイン酸（PA）

を経てジヒドロファゼイン酸（DPA）へと代謝され、完全に不活性化する（Fig. 

1.3）。8’位の⽔酸化に関与している ABA8’位⽔酸化酵素はシトクローム P450 酵

素 CYP707A サブファミリーであることがシロイヌナズナを⽤いた研究から解

明された（Kushiro et al., 2004; Saito et al., 2004）。ABA の⽣理活性を発揮するに

は、細胞が ABA を認識し、その情報を作⽤点に伝える必要がある。ABA の応答

は気孔閉鎖のように遺伝⼦発現の変化を必要としない応答と遺伝⼦発現変化を
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必要とする応答があるが、ABA受容体 PYR/PYL/RCARs はそのどちらの応答に

も必要である。細胞中の内⽣ ABA 量が少ない場合、タンパク質脱リン酸化酵素

Protein phosphatase 2Cs（PP2Cs）がタンパク質リン酸化酵素 SNF1-related protein 

kinase 2s（SnRK2s）による ABA情報伝達を抑制しているが、内⽣ ABA 量が多

い場合、ABA を認識した PYR/PYL/RCARs が PP2Cs を不活性化することで、

SnRK2s が活性化し、ABA 応答遺伝⼦の発現を誘導する（Fig. 1.4）。 
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Fig. 1.2 The pathway of ABA biosynthesis (Han et al., 2004).  
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Fig. 1.3 The pathway of ABA hydroxylation (modified from Todoroki, 2016). 
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Fig. 1.4 Signaling pathway of ABA during stress conditions (modified from Ullah et al., 

2018). 
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1.3 内⽣ ABA 制御化合物 

既述のように、ABA の合成および不活性化に関与する鍵酵素が明らかとなった

ことで、これら主要酵素をターゲットにした化合物が⾒出された（Fig. 1.5）。ノ

ルジヒドログアイアレチン酸（NDGA）は NCED の働きを阻害することから、

ABA 合成阻害剤として研究されている（Creelman et al., 1992）。例えば、⾮クラ

イマクテリック型果実であるブドウの成熟には ABA が関与しており、果房への

NDGA 処理がブドウ果実の内⽣ ABA 量を抑制することで成熟を遅延させるこ

とが報告されている（Jia et al., 2017; Lin et al., 2018）。また、内⽣ ABA 量の増強

を⽬的に、ent-カウレン酸化酵素 CYP701A 阻害剤ウニコナゾ−ルの構造を基に

ABA8’位⽔酸化酵素 CYP707A を特異的に阻害するアブシナゾール（Abz）が開

発された（Todoroki et al., 2009a,b, 2010; Okazaki et al., 2011, 2012）。我々の研究室

では Abz の⼀種である Abz-E2B を乾燥ストレスに曝される前のリンゴ実⽣に葉

⾯散布した結果、MdCYP707As遺伝⼦発現の抑制に伴ない葉中の内⽣ ABA濃度

が増加し、リンゴ実⽣の乾燥ストレス耐性を向上させることを確認した（Kondo 

et al., 2012）。近年、Abz-E2B よりも CYP707A の阻害活性が⾼く、かつ合成収率

の⾼い化合物として Abz-E3M が開発された（Takeuchi et al., 2016）。 
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Fig. 1.5 Chemical structures of (a) nordihydroguaiaretic acid (NDGA) and (b) 

abscinazole-E3M (Abz-E3M). 
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Nordihydroguaiaretic acid（NDGA）

Abscinazole-E3M（Abz-E3M）
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1.4 研究の⽬的と論⽂の構成 

以上より、内⽣ ABA の合成と不活性化を⾃由⾃在に制御することで、環境ス

トレスに対する植物の応答をより好ましい応答へと制御できるのではないかと

仮説を⽴て、本研究では植物の ABA 内⽣量の調節が環境ストレス応答に及ぼす

影響を明らかにすることを⽬的に、乾燥ストレス下における内⽣ ABA 量の増強

および⾼温ストレス下における内⽣ ABA 量の抑制について試みた。まずは第 2

章において「ABA8’位⽔酸化酵素阻害剤処理がブドウ挿し⽊の乾燥ストレス耐

性および発根に及ぼす影響」について検討し、次に第 3 章において「収穫後の⾼

温ストレス処理＋ABA 合成阻害剤処理がウメ果実の追熟に及ぼす影響」につい

て検討した。第 4 章では総括として第 2 章および第 3 章の結果から研究のまと

めと今後の課題および展望について記した。 
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第 2 章 ABA8’位⽔酸化酵素阻害剤処理がブドウ挿し⽊の 

乾燥ストレス耐性および発根に及ぼす影響 

 

2.1 緒⾔ 

 植物はライフサイクルの中で様々な環境ストレスに曝されている。特に乾燥

ストレスは作物⽣産を制限する重要な環境要因である。植物は乾燥ストレスを

回避するための仕組みを有している。中でも植物ホルモンの合成は乾燥ストレ

ス耐性に密接に関係していると考えられている。例えば、植物組織におけるアブ

シシン酸（ABA）の蓄積は乾燥ストレスに対する初期反応の⼀つである

（Mahouachi et al., 2012; Zhang and Huang, 2013; Kowitcharoen et al., 2015）。蓄積し

た ABA は乾燥ストレス耐性を⾼めるために、気孔閉鎖および ABA 応答性遺伝

⼦の発現を誘導することが知られている（ Nambara and Marion-Poll, 2005; 

Jitratham et al., 2006; Kowitcharoen et al., 2015）。植物組織中の内⽣ ABA 濃度は

ABA の合成と不活性化のバランスにより決定している（Kushiro et al., 2004）。

ABA の不活性化は主に ABA の⽔酸化によるもので、特に ABA8’位⽔酸化酵素

（CYP707A）による 8’位の⽔酸化が ABA 不活性化の主要経路とされている。⼀

⽅で、9-cis-エポキシカロテノイドジオキシゲナ−ゼ（NCED）は ABA 合成の律

速酵素として知られている（Nambara and Marion-Poll, 2005）。Kondo ら（2012）

は乾燥ストレス下におけるリンゴ実⽣への ABA8’位⽔酸化酵素阻害剤処理が

MdCYP707As の発現を抑制し、MdNCEDs の発現を⾼めることで、リンゴ葉中の

内⽣ ABA 濃度が増加し、乾燥ストレス耐性が向上することを報告した。また、

Sales ら（2017）はリンゴ実⽣において、ABA8’位⽔酸化酵素阻害剤処理が塩ス

トレス耐性を向上させることを⽰した。このように植物体への ABA8’位⽔酸化

酵素阻害は乾燥や塩ストレスに対する耐性を⾼めることが報告されている。さ

らに乾燥ストレスは活性酸素種（ROS）を形成し、植物の細胞膜を破壊する（Cruz 
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de Carvalho, 2008）。しかし、植物は細胞への適合溶質の蓄積などによる浸透圧調

節をすることで、乾燥ストレスから⾝を守る。特に、プロリンは⽔ストレスに最

も関係した適合溶質である（Yoshiba et al., 1997）。 

 挿し⽊はブドウ（Vitis spp.）を含む果樹の繁殖法の⼀つとして利⽤されている。

不定根の発根はブドウの挿し⽊繁殖の成否を決定する重要な形態形成である

（Shiozaki et al., 2013）。インドール-3-酢酸（IAA）やインドール-3-酪酸（IBA）

などのオーキシンは発根を誘導することが知られており、Kawai（1996）の報告

によれば、ブドウの挿し⽊発根には IAA が関連していることが報告されている。

IAA あるいは IBA の外⽣処理は挿し穂中の内⽣オーキシンおよび結合型オーキ

シンの濃度を変化させることで、発根に影響を及ぼすことが⽰されている

（Nordstrom et al., 1991; Štefančič et al., 2007）。例として、IBA の葉⾯散布はキク、

レンギョウおよびウォールジャーマンダーの挿し⽊発根を促進した（Blythe et al., 

2003; Taylor and Hoover, 2018）。また、ペチュニアやアボカドの挿し⽊において、

オーキシン極性輸送阻害剤であるナフチルフタラミン酸（NPA）やトリヨード安

息⾹酸（TIBA）の葉⾯散布が挿し穂基部中の内⽣ IAA含量を減少させることで、

不定根の発根を抑制したことが報告されている（García-Gómez et al., 1994; 

Ahkami et al., 2013）。 

 オーキシンによる植物の成⻑や発達の制御はオーキシンのシグナル伝達関連

遺伝⼦の発現を変化させることで⾏われる。植物のオーキシン反応において、転

写因⼦である Auxin response factors （ARFs）と転写抑制因⼦である Auxin/IAAs

（Aux/IAAs）の相互作⽤が重要な役割を担っている（Ulmasov et al., 1999; Tiwari 

et al., 2001）。細胞内のオーキシン濃度が低い場合、Aux/IAAs は転写補助抑制因

⼦ TOPLESS および ARFs と結合し、ARFs を不活性化する。⼀⽅で、オーキシ

ン濃度が⾼い場合、ユビキチンリガーゼ複合体 SCFTIR1/AFB が Aux/IAAs と結合す

ることで、Aux/IAAs を分解する。その結果、開放された ARFs が活性化し、オ
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ーキシン反応関連遺伝⼦の発現を誘導する（Szemenyei et al., 2008; Wang and 

Estelle, 2014）。これまでに、シロイヌナズナの遺伝⼦⽋損変異体やメディアイチ

イのトランスクリプトーム解析から ARFs の発根への関与が調査されてきた

（Wilmoth et al., 2005; Ren et al., 2019）。シロイヌナズナにおいて、ARF17 の過剰

発現株の不定根発根は野⽣株に⽐べ抑制され、逆に ARF6 および ARF8 は不定根

発根を促進させた（Gutierrez et al., 2009）。 

ブドウは⽐較的乾燥に耐性のある樹種とされる（Schultz, 2003）が、挿し⽊繁殖

において、発根前の挿し穂は⼟壌中の⽔分を⼗分に吸⽔することができないこ

とから地上部が乾燥に弱く、最悪の場合、枯死してしまう。そこで本章では、

Takeuchi ら（2016）により開発された ABA8’位⽔酸化酵素阻害剤アブシナゾー

ル E3M（Abz-E3M）を供試し、乾燥ストレス下でのブドウ挿し⽊における Abz-

E3M 処理が挿し穂の乾燥ストレス耐性および不定根発根に及ぼす影響について

検討した。 
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2.2 材料および⽅法 

2.2.1 供試材料 

 供試材料として、本研究科研究圃場栽植のブドウ‘巨峰’（Vitis vinifera L.×Vitis 

labrusca L.）成⽊ 1 樹から採取した 1 年⽣枝を供試した。2018 年の冬季剪定時に

‘巨峰’の 1 年⽣枝を採取し、乾燥を防ぐためにビニールで完全に被覆後、0℃の

冷蔵庫中で保管した。挿し穂は 2節（⻑さ約 15–18 cm）に調製し、下位節の芽

は摘除した。調製後、挿し穂基部を⼀晩⽔に浸漬させた。挿し床として pH を

5.0–6.0 に調整したピートモスを充填した育苗箱（52 cm×26 cm×6 cm）1箱あた

り挿し穂 90 本となるように挿し⽊を⾏った。前述の育苗箱は計 6箱準備し、温

室内で育成した。 

 

2.2.2 Abz-E3M 処理および乾燥ストレス処理 

 全体の 90%にあたる挿し穂において、第 1 葉が完全に展開した挿し⽊ 22⽇後

に Abz-E3M 処理および乾燥ストレス処理を⾏った。Abz-E3M の処理濃度は、リ

ンゴ実⽣を供試した試験（Kondo et al., 2012）と同様に 100 μM に設定した。挿

し穂 1 本あたり 100 μM Abz-E3M溶液 2 mL となるように霧吹きを⽤いて葉⾯散

布した。無処理区は蒸留⽔のみを挿し穂 1 本あたり 2 mL となるように葉⾯散布

した。Abz-E3M 処理から 8⽇間は無灌⽔とすることで乾燥ストレス処理とした。

また、乾燥ストレス処理 8⽇後に再灌⽔を⾏った。 

 

2.2.3 サンプリングおよび発根率の調査 

 サンプリングは Abz-E3M および乾燥ストレス処理 0、1、4、8 および 11⽇後

に⾏い、いずれの⽇も晴天であった。⼀度のサンプリングで育苗箱 1 箱あたり

挿し穂 18 本をランダムに採取し、処理区あたり育苗箱 3箱からサンプリングす

ることで 3反復とした。すなわち⼀度のサンプリングで挿し穂 54 本を採取した。
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挿し穂基部において、⻑さ 5 mm以上の根が確認された場合を発根ありとし、発

根率を算出した。発根率の調査後、葉および挿し穂基部約 1 cm をそれぞれ液体

窒素で凍結させ、分析まで−80℃の冷凍庫中で保存した。 

 

2.2.4 ⽔ポテンシャルの測定 

 ⽔ポテンシャルの測定には WP-4T potential meter（Decagon Devices Inc.）を⽤

いた。⽇の出前（午前 3 時から午前 4 時までの間）に育苗箱 1 箱あたりランダ

ムに選んだ挿し穂 2 本の第 1 葉を採取した。すなわち１処理区あたり育苗箱 3

箱から計 6枚採取した。採取した葉は、表⾯に蒸留⽔ 100 μL を垂らした後、サ

ンドペーパーを⽤いて表⾯のクチクラを取り除き、速やかにキムタオルを⽤い

て⽔分を完全に拭き取った。その後、付属のカップにサンプルを⼊れ、⽔ポテン

シャルを測定した。 

 

2.2.5 気孔コンダクタンスの測定 

 気孔コンダクタンスの測定には Leaf Porometer SC-1 (Decagon Devices Inc.)を⽤

いた。サンプリング⽇の午前 9時から午前 10時までの間に育苗箱 1箱あたりラ

ンダムに選んだ挿し穂 4 本の第 1 葉の気孔コンダクタンスを測定した。１処理

区あたり育苗箱 3箱から計 12枚を測定した。 

 

2.2.6 プロリン濃度の測定 

 プロリン濃度の測定は Bates ら（1973）の⽅法を参考に⾏った。凍結保存した

葉 0.5 g を 3%（w/v）スルホサリチル酸 10 mL 中でホモジナイザー（PHYSCOTRON 

NS-52, Microtec Co., Ltd.）を⽤いて粉砕した。微量⾼速遠⼼機（CF15RN, Eppendorf 

Himac Technologies Co., Ltd.）で遠⼼分離（15000 g, 10分, 4℃）した後、上清 2 mL

に 2 mL の氷酢酸および 2 mL の Acid-ninhydrin溶液（1.25 gニンヒドリン, 30 mL
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氷酢酸および 20 mL 6 Mリン酸の混合溶液）を加え、100℃下で 1時間反応させ

た。その後、氷中で⼗分に冷やすことで反応を停⽌させた。反応液に 4 mL のト

ルエンを加え激しく混合した後、トルエン層の波⻑ 520 nm における吸光度を分

光光度計（U-2910, Hitachi Ltd.）を⽤いて測定した。プロリン濃度はプロリンか

ら作成した標準曲線を⽤いて決定した。 

 

2.2.7 2,2-diphenyl-1-picrylhydrazyl（DPPH）ラジカル消去活性の測定 

 DPPH ラジカル消去活性は Kowitcharoen ら（2018）の⽅法に従った。すなわ

ち、凍結保存した葉 0.3 g を 80%（v/v）エタノール 25 mL 中でホモジナイザー

（PHYSCOTRON NS-52, Microtec Co., Ltd.）を⽤いて粉砕した。微量⾼速遠⼼機

（CF15RN, Eppendorf Himac Technologies Co., Ltd.）で遠⼼分離（15000 g, 10分, 

4℃）した後、上清 20 μL と 0.1 mM DPPH溶液 980 μL を混合した。混合溶液を

室温、暗⿊下で 20 分間静置した後、波⻑ 516 nm における吸光度を分光光度計

（U-2910, Hitachi Ltd.）を⽤いて測定した。最終的な DPPHラジカル消去活性は

トロロックス（TE）から作成した標準曲線から決定し、TE等量で表した。 

 

2.2.8 内⽣ ABA、PA、DPA および IAA の抽出・分析 

 ABA および IAA の抽出は Kondo ら（2014）および Kamboj ら（1999）の⽅法

を参考に⾏った。0.5 g の凍結サンプルに内部標準としてそれぞれ 0.2 μg の[2H6]-

ABA、[2H3]-PA、[2H3]-DPA および[2H5]-IAA を加え、0.1%（w/v）ジブチルヒド

ロキシトルエンおよび 0.1%（w/v）L(+)-アスコルビン酸含有の 80%（v/v）メタ

ノール 10 mL とともに氷中でホモジナイザー（PHYSCOTRON NS-52, Microtec 

Co., Ltd.）を⽤いて粉砕した。氷中、暗⿊下で 1時間振盪させた後、微量⾼速遠

⼼機（CF15RN, Eppendorf Himac Technologies Co., Ltd.）で遠⼼分離（15000 g, 15

分, 4℃）し、上清を濾過した。濾液はロータリーエバポレーターを⽤いて乾固し
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た。20 mL の蒸留⽔で溶解後、溶液の pH が 2.5 となるように 1M塩酸を加えた。

その後、20 mL の酢酸エチルとともに分液ロート中で分離させ、酢酸エチル層を

回収した。酢酸エチルによる分配は 3 回⾏い、回収した酢酸エチル層はロータ

リーエバポレーターで乾固した。20 mM酢酸含有の 25%（v/v）アセトニトリル

溶液 1.5 mL で再溶解した後、孔径 0.45 μm の Omnipore親⽔性 PTFE メンブレン

フィルター（Merck Millipore Corp.）で濾過した。その後、濾液 500 μL を⾼速液

体クロマトグラフィー（HPLC, GULLIVER, JASCO Corp.）を⽤いて精製した。検

出器には UV検出器（JASCO UV-975, JASCO Corp.）を、カラムには ODS-Mightysil 

RP-18GPカラム（φ5 μm, 150 mm×10 mm, Kanto Chemical Co., Inc.）を⽤い、カラ

ムオーブンは 40℃、流速は 1.3 mL/分に設定した。移動相には 20 mM酢酸含有

の 25%（v/v）アセトニトリル（A液）と 20 mM酢酸含有の 50%（v/v）アセト

ニトリル（B液）を⽤い、以下のグラジエント条件で精製を⾏った。0分（98%：

A, 2%：B）、30分（2%：A, 98%：B）、45分（98%：A, 2%：B）。検出波⻑は 254 

nm とした。HPLC により ABA、[2H6]-ABA、PA、[2H3]-PA、DPA、[2H3]-DPA、

IAA および[2H5]-IAA の各画分を採取後、ロータリーエバポレーターを⽤いて乾

固した。分析試料のメチル化のために、メタノール：ジエチルエーテル（1:9, v/v）

溶液 1 mL で再溶解後、溶液の⾊が⻩⾊く変化するまでジアゾメタンガス含有

のジエチルエーテルを加えた。暗⿊下で 10分間静置後、窒素ガスを吹き付けな

がら 37℃下で乾固した。100%メタノール 30 μL で溶解後、1 μL をガスクロマト

グラフィー質量分析法（GC-MS, QP5000, Shimadzu Corp.）で分析した。分析はイ

オンモニタリング（SIM）で⾏い、カラムには InertCap 1MSカラム（30 m×0.25 

mm, GL Sciences Inc.）を⽤いた。カラム温度は以下のグラジエント条件で⾏った。

分析開始後 2 分間は 60℃、その後 270℃まで 10℃/分で温度を上げ、最終的に

270℃を 35分間保持した。キャリアガスにはヘリウムを⽤い、流速は 1.3 mL/分

とした。各成分濃度は各 m/z（ABA：190, [2H6]-ABA：194, PA：276, [2H3]-PA：
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279, DPA：278, [2H3]-DPA：281, IAA：130, [2H5]-IAA：135）におけるピーク⾯積

から⾯積⽐を算出後、それぞれの濃度を標準曲線から決定した。 

 

2.2.9 総 RNA抽出および cDNA 合成 

 総 RNA抽出は Li ら（2008）および Henderson and Hammond（2013）の臭化ヘ

キサデシルトリメチルアンモニウム（CTAB）法を参考に⾏った。抽出液として

15 mL の 5 M 酢酸カリウム、500 μL の β-メルカプトエタノールおよび 35 mL の

CTAB バッファー（2% CTAB, 2%ポリビニルピロリドン-40, 2 M NaCl, 20 mM 

EDTA (pH 8.0), 100 mM Tris-HCl (pH 8.0)）の混合溶液を作成し、65℃下で温めた。

−80℃の冷凍庫中で凍結保存した挿し穂基部 0.5 g を液体窒素中で乳鉢、乳棒を

⽤いて粉砕し、粉末を 8 mL の抽出液に加えて、65℃下で 8分間温めた。微量⾼

速遠⼼機（CF15RN, Eppendorf Himac Technologies Co., Ltd.）で遠⼼分離（10000 g, 

5分, 室温）した後、上清のみを等量のクロロホルム：イソアミルアルコール（24:1, 

v/v）溶液と⼗分に混合し、遠⼼分離（10000 g, 10分, 室温）後、上層のみを回収

した。上層に対して 0.04倍量の 3 M 酢酸カリウム溶液および 0.7倍量のイソプ

ロパノールを加え、転倒混和した。その後、MicroElute Clean-Upカラム（Favorgen 

Biotech Corp.）に RNA を含む抽出液 750 μL を加え、マイクロ冷却遠⼼機 3700

（Kubota Corp.）で遠⼼分離（10000 g, 30秒, 室温）によりカラム中の⽩膜に RNA

を吸着させた。同様の操作により抽出液すべてを⽩膜に吸着させた後、70%（v/v）

エタノール 500 μL をカラムに加え、遠⼼分離（10000 g, 1分, 室温）することで

カラム内を洗浄した。その後、カラム内を乾燥させるために遠⼼分離（15000 g, 

2分, 室温）した。ゲノム DNA排除のための DNase 処理には Recombinant DNaseⅠ

（Takara Bio Inc.）を⽤い、カラム中の⽩膜に DNase 処理を⾏った。室温で 15分

間静置した後、70%（v/v）エタノール 500 μL を加え、遠⼼分離（10000 g, 1分, 

室温）による洗浄を 2回⾏った。カラム内を乾燥させるために遠⼼分離（15000 
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g, 2分, 室温）した後、30 μL Milli-Q ⽔をカラムに加え、5分間静置した。カラ

ムに新しいマイクロチューブを装着した後、遠⼼分離（10000 g, 1分, 室温）し、

抽出した RNA含有の Milli-Q ⽔をマイクロチューブに採取した。抽出した RNA

の純度確認のために、1%アガロースゲルを⽤いた電気泳動を⾏い、臭化エチジ

ウムによる染⾊後、バンドを確認した。また、分光光度計（SmartSpec Plus, Bio-

Rad Laboratories Inc.）を⽤いて、260 nm における吸光度を測定し RNA の濃度を

決定した。cDNA は抽出した RNA 0.5 μgから ReverTra Ace qPCR RT Master Mix

（TOYOBO Co., Ltd.）および 2720 Thermal Cycler（Thermo Fisher Scientific Inc.）

を⽤い合成した。合成した cDNA は Milli-Q ⽔で 5倍希釈し、定量 RT-PCR に供

試した。 

 

2.2.10 定量 RT-PCR による遺伝⼦発現解析 

 合成・希釈した cDNA をテンプレートに KAPA SYBR FAST qPCR Master Mix 

ABI Prism（Kapa Biosystems Inc.）と StepOnePlus Real-Time PCR system（Thermo 

Fisher Scientific Inc.）を⽤いて、定量 RT-PCR を⾏った。定量 RT-PCR に供試し

たプライマー（Table 2.1）は Primer 3 Plus によりデザインし、遺伝⼦発現量は⽐

較 Ct 法から算出した。ハウスキーピング遺伝⼦には VvActin、VvAIG1 および

VvTCPB を⽤いた（González-Agüero et al., 2013）。 

 

2.2.11 統計解析 

 データはすべて平均値±標準誤差で表した。処理区間の平均値は SPSS 

statistics version 26（International Business Machines Corp.）を⽤いて t検定を⾏い、

5%または 1%⽔準で有意差検定を⾏った。 
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Table 2.1 Primer sequences used in quantitative RT-PCR analysis. 

Gene name   Forward/Reverse primer (5'-3') Accession No. 

        

VvARF6 (F) TTGCAGCAATCTCAGCCTCAAC XM_002279772 

  (R) GTGCTGATGCTGCAAATGTTGC   

VvARF8 (F) ATTTGGTTGCGTGCAAGACC XM_002266642 

  (R) AATGTTCGGCTTGGAGTTGG   

VvARF17 (F) CGGTGCAGCATTTGTTGTTCAC XM_002284292 

  (R) AACCAGTGGTGAGCAAATGCC   

VvActin (F) ATGTGCCTGCCATGTATGTTGC AF369524 

  (R) AATACCAGTTGTACGCCCACTG   

VvAIG1 (F) ACAATTGGCAGAAGAGCAAGCG  XM_002281960  

  (R) TTGATGCCAACTGTGCTCTCTG    

VvTCPB (F) GAGCGTTTGGTTTTGGCTTGTG  XM_002285876  

  (R) AAACAAGTCCAGCCCAACCAAG    
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2.3 結果 

2.3.1 ⽔ポテンシャル 

 無処理区における葉の⽔ポテンシャルは処理 0 ⽇後の−0.82 MPa から−0.99 

MPa（処理 4⽇後）、−1.93 MPa（処理 8⽇後）と減少した（Fig. 2.1a）。⼀⽅で、

Abz-E3M 処理区では−0.75 MPa（処理 4⽇後）、−1.44 MPa（処理 8⽇後）と減少

し、処理 4 および 8⽇後における Abz-E3M 処理区の葉の⽔ポテンシャルは無処

理区よりも有意に⾼かった。また再灌⽔処理により、無処理区の葉の⽔ポテンシ

ャルは−1.22 MPa まで、Abz-E3M 処理区では−0.76 MPa まで増加し、処理 11⽇

後における Abz-E3M 処理区の葉の⽔ポテンシャルは無処理区よりも有意に⾼か

った。 

 

2.3.2 気孔コンダクタンス 

 無処理区における気孔コンダクタンスは処理 1⽇後にやや増加した後、処理 4

⽇後にかけて著しく減少した（Fig. 2.1b）。⼀⽅で、Abz-E3M 処理区の気孔コン

ダクタンスは処理 1⽇後から処理 8⽇後まで徐々に減少した。Abz-E3M 処理区

の気孔コンダクタンスは処理１⽇後において無処理区よりも有意に低く、処理 4

⽇後には有意に⾼かった。また、両処理区とも再灌⽔処理により気孔コンダクタ

ンスが増加した。 
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Fig. 2.1 Changes in water potential (a) and stomatal conductance (b) in grape leaves under 

dehydration and rehydration conditions. Data are means ± SE (n=6 for water potential, 

n=12 for stomatal conductance). Asterisks indicate significant differences between the 

untreated control and Abz-E3M-treated groups by t-test (*, P<0.05; **, P<0.01). 
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2.3.3 プロリン濃度 

 無処理区におけるプロリン濃度は処理 1 ⽇後から増加し、処理 8 ⽇後にピー

クとなった（Fig. 2.2a）。⼀⽅で、Abz-E3M 処理区におけるプロリン濃度は処理

4⽇後まで⼀定であり、処理 8⽇後にかけて増加した。処理 4⽇後および 8⽇後

における Abz-E3M 処理区のプロリン濃度は無処理区よりも有意に低かった。ま

た、両処理区とも再灌⽔処理によりプロリン濃度が減少した。 

 

2.3.4 DPPHラジカル消去活性 

 無処理区における DPPH ラジカル消去活性は乾燥ストレス処理 4 ⽇後から 8

⽇後にかけて著しく増加した（Fig. 2.2b）。⼀⽅で Abz-E3M 処理区では緩やかに

増加し、処理 8⽇後において、Abz-E3M 処理区の DPPHラジカル消去活性は無

処理区よりも有意に低かった。 

 

2.3.5 内⽣ ABA、PA および DPA濃度 

 両処理区における内⽣ ABA および PA濃度は乾燥ストレスにより増加し、再

灌⽔処理により減少した（Fig. 2.3a, b）。処理 4⽇後における Abz-E3M 処理区の

内⽣ ABA濃度は無処理区よりも有意に⾼かった。⼀⽅で内⽣ PA濃度は、処理

4⽇後および 8⽇後の Abz-E3M 処理区で無処理区よりも有意に低かった。無処

理区の内⽣ DPA濃度は乾燥ストレス処理 4⽇後に急増した後、処理 8⽇後に減

少し、再灌⽔処理で急増した（Fig. 2.3c）。⼀⽅で Abz-E3M 処理区の内⽣ DPA濃

度は、処理 8 ⽇後まで緩やかに増加し、無処理区と同様に再灌⽔処理で急増し

た。処理 4 ⽇後における Abz-E3M 処理区の内⽣ DPA 濃度は無処理区よりも有

意に低かった。 

 

 



 26 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Fig. 2.2 Changes in proline concentration (a) and DPPH radical scavenging activity (b) 

in grape leaves under dehydration and rehydration conditions. Data are the means ± SE 

(n=3). Asterisks indicate significant differences between the untreated control and Abz-

E3M-treated groups by t-test (*, P<0.05). 
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Fig. 2.3 Changes in endogenous concentration of ABA (a), PA (b), and DPA (c) in grape 

leaves under dehydration and rehydration conditions. Data are the means ± SE (n=3). 

Asterisks indicate significant differences between the untreated control and Abz-E3M-

treated groups by t-test (*, P<0.05; **, P<0.01). 

  

0

5

10

15

0 2 4 6 8 10 12

0

4

8

12

16

0 2 4 6 8 10 12

Untreated control

Abz-E3M

0

2

4

6

0 2 4 6 8 10 12

Days after treatment

dehydration rehydration

*

*

**

*

(c)

(b)

(a)

En
do

ge
no

us
 A

B
A

 c
on

ce
nt

ra
tio

n 
(μ

m
ol

・kg
-1

FW
)

En
do

ge
no

us
 P

A
 c

on
ce

nt
ra

tio
n 

(μ
m

ol

・kg
-1

FW
)

En
do

ge
no

us
 D

PA
 c

on
ce

nt
ra

tio
n 

(μ
m

ol

・kg
-1

FW
)



 28 

2.3.6 内⽣ IAA濃度 

 無処理区において、葉中の内⽣ IAA濃度は乾燥ストレス処理 8⽇後に増加し、

再灌⽔処理で減少した（Fig. 2.4a）。⼀⽅で Abz-E3M 処理区における葉中の内⽣

IAA 濃度は処理 1 ⽇後から増加し、無処理区と同様に再灌⽔処理で減少した。

処理 1⽇後、4⽇後および 8⽇後における Abz-E3M 処理区の葉中の内⽣ IAA濃

度は無処理区よりも有意に⾼かった。挿し穂基部中の内⽣ IAA 濃度は両処理区

とも乾燥ストレス処理 1⽇後に増加し、その後減少した（Fig. 2.4b）。処理 1⽇

後および 4 ⽇後における Abz-E3M 処理区の挿し穂基部中の内⽣ IAA 濃度は無

処理区よりも有意に⾼かった。 

 

2.3.7 挿し⽊発根率 

 乾燥ストレス処理開始時の挿し⽊発根率は 23.8±3.8%であった（Fig. 2.5）。両

処理区とも挿し⽊発根率は乾燥ストレス下で徐々に増加した。処理 8 ⽇後にお

いて、無処理区の挿し⽊発根率は 68.6±2.0%であった。⼀⽅で、Abz-E3M 処理

区の挿し⽊発根率は 80.4±2.0%となり、無処理区よりも有意に増加した。 

 

2.3.8 VvARFs遺伝⼦発現 

 両処理区とも VvARF6 遺伝⼦発現量は処理 4 ⽇後に増加し、Abz-E3M 処理区

における VvARF6遺伝⼦発現量が無処理区に⽐べ有意に⾼かった（Fig. 2.6a）。ま

た両処理区における VvARF8 遺伝⼦発現量は乾燥ストレス処理により増加し、

再灌⽔処理で減少した。処理 4⽇後および 8⽇後における、Abz-E3M 処理区の

VvARF8遺伝⼦発現量は無処理区よりも有意に⾼かった（Fig. 2.6b）。無処理区に

おける VvARF17 の遺伝⼦発現量は乾燥ストレスに伴い増加し、処理 8⽇後にピ

ークとなった（Fig. 2.6c）。⼀⽅で、Abz-E3M 処理区における VvARF17 の遺伝⼦

発現量は処理 4⽇後にピークとなった。処理 8⽇後における Abz-E3M 処理区の
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VvARF17遺伝⼦発現量は無処理区よりも有意に低かった。 
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Fig. 2.4 Changes in endogenous IAA concentration in the leaves (a) and the basal portion 

(b) of grape cuttings under dehydration and rehydration conditions. Data are the means ± 

SE (n=3). Asterisks indicate significant differences between the untreated control and 

Abz-E3M-treated groups by t-test (*, P<0.05; **, P<0.01). 
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Fig. 2.5 Changes in rooting percentage in grape cuttings under dehydration and 

rehydration conditions. Data are the means ± SE (n=3). Asterisks indicate significant 

differences between the untreated control and Abz-E3M-treated groups by t-test (*, 

P<0.05). 
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Fig. 2.6 Changes in gene expression of VvARF6 (a), VvARF8 (b), and VvARF17 (c) in the 

basal portion of grape cuttings under dehydration and rehydration conditions. Data are 

the means ± SE (n=3). Asterisks indicate significant differences between the untreated 

control and Abz-E3M-treated groups by t-test (*, P<0.05). 
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2.4 考察 

 本研究において、葉中の内⽣ ABA および ABA代謝物濃度について分析した

ところ、Abz-E3M 処理により ABA代謝物である PA および DPA濃度が減少し、

内⽣ ABA濃度が増加した。⽔分ストレス下の植物における ABA 合成は気孔閉

鎖を誘導することが報告されている（Ikegami et al., 2009）。本研究においても、

乾燥ストレス処理により気孔コンダクタンスの減少が認められた。Abz-E3M 処

理区において処理 1⽇後の気孔コンダクタンスが有意に低かった。この結果は、

Abz-E3M 処理による気孔への影響が処理後 1 ⽇以内に起こることを⽰唆してい

る。Kondo ら（2012）はリンゴ実⽣において、ABA8’位⽔酸化酵素阻害剤 Abz-

F2 処理 4 時間後に気孔閉鎖が誘導されたことを報告している。⼀⽅で、処理 4

⽇後における無処理区の気孔コンダクタンスは Abz-E3M 処理区よりも有意に低

下した。これは処理 4 ⽇後の無処理区において、乾燥ストレスによる著しい気

孔閉鎖の誘導によるものであると推察された。また ABA は適合溶質の蓄積を誘

導する。本研究においても、乾燥ストレス処理によるプロリン蓄積が認められ

た。Abz-E3M 処理は葉中へのプロリン蓄積を有意に減少させた。さらに、乾燥

ストレスは過酸化⽔素や O2−などの ROS 含量を増加させることで、酸化ストレ

スを誘導する（Meng et al., 2014）。ブドウでは乾燥ストレス下において、スーパ

ーオキシドディスムターゼ、ペルオキシダーゼおよびカタラーゼなどの抗酸化

酵素が活性化することが報告されている（Salazar-Parra et al., 2012; Min et al., 

2019）。また、DPPHラジカル消去活性も⽔分ストレスにより活性化する（Sales 

et al., 2017; Kowitcharoen et al., 2018）。そこで本研究では、DPPHラジカル消去活

性について検討したところ、Abz-E3M 処理により DPPHラジカル消去活性は低

下した。この結果は、Kondo ら（2012）および Sales ら（2017）の報告と⼀致し、

Abz-E3M 処理により乾燥ストレスが緩和されていることを⽰唆している。 

 不定根の形成は環境条件や内⽣および外⽣物質の影響を受ける（Shiozaki et al., 
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2013）。内⽣物質の中でもオーキシンは根の形成に中⼼的な役割を担っている。

植物中で最も主要なオーキシンである IAA は不定根形成を制御することが知ら

れている（Pacurar et al., 2014; Guan et al., 2015）。本研究において、Abz-E3M 処理

区における挿し穂基部中の内⽣ IAA 濃度は無処理区よりも⾼かった。Kawai

（1996）はブドウの挿し⽊において、挿し穂基部中の内⽣ IAA 含量が地上部の

内⽣ IAA含量に依存していることを報告した。本研究では、地上部の内⽣ IAA

濃度が⾼かった Abz-E3M 処理区において、挿し穂基部の内⽣ IAA濃度も⾼くな

った。また、バナナ、サトウキビおよびホソムギにおいて、乾燥ストレスが葉中

の ABA および IAA 蓄積を促進させることが報告されている（Mahouachi et al., 

2014; Zhang et al., 2015; Li et al., 2016）。さらにイネの実⽣において、CYP707A を

コードする遺伝⼦ OsABAox2 を⽋損させた変異体で ABA と IAA 含量の増加が

報告されている（Zhang et al., 2019）。本研究における、葉中の内⽣ ABA および

IAA濃度の結果はこれらの報告と⼀致した。Kelen and Ozkan（2003）はブドウの

挿し⽊において、挿し穂基部中の IAA 含量と発根率に正の相関関係があること

を⽰している。本研究においても、挿し穂基部の内⽣ IAA濃度が⾼かった Abz-

E3M 処理区における挿し⽊発根率が無処理区よりも⾼くなった。オーキシンは

ARFs 遺伝⼦発現を制御することで、成⻑や発育に影響を及ぼしている（Liscun 

and Reed, 2002）。Hagen and Guilfoyle（2002）によりシロイヌナズナから 23つの

ARF遺伝⼦が明らかにされて以降、いくつかの果樹における ARF遺伝⼦の単離

が⾏われた。例えば、リンゴでは 31つの ARF遺伝⼦が Luo ら（2014）により、

カンキツ類では 19つの ARF遺伝⼦が Li ら（2015）により明らかとされた。ま

たブドウにおいては、19つの ARF遺伝⼦が単離されている（Wan et al., 2014）。

Sorin ら（2005）は不定根形成への ARF遺伝⼦の関与がオーキシン依存的である

ことを⽰した。シロイヌナズナでは ARF6 および ARF8 が不定根形成にポジティ

ブに、ARF17 がネガティブに機能する。本研究では、Abz-E3M 処理により VvARF6
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および VvARF8 の遺伝⼦発現が有意に増加し、VvARF17 の遺伝⼦発現が有意に

減少した。オオムギにおいて 100 μM の ABA 処理が IAA の前駆物質であるトリ

プトファンを増加させた（Ogura et al., 2001）。また、ABA 合成阻害剤であるフ

ルリドン処理がイネの内⽣ IAA濃度を減少させた（Du et al., 2013）。さらに、Xie

ら（2020）はシロイヌナズナにおいて、シュートへの ABA 処理がオーキシンの

求基的極性移動を促進させることで根端におけるオーキシン蓄積を促進したこ

とを⽰した。すなわち本研究において、Abz-E3M 処理は挿し穂葉中の内⽣ IAA

濃度を増加させることで、挿し穂基部中の内⽣ IAA 濃度も増加させ、VvARF6、

VvARF8 および VvARF17 の遺伝⼦発現を制御することで、不定根発根を促進し

たと考えられた。 
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2.5 結論 

 ブドウ挿し⽊において、乾燥ストレス処理前に Abz-E3M を挿し穂に葉⾯散

布すると、ABA の⽔酸化を阻害し、内⽣ ABA濃度を調節することで、乾燥ス

トレス耐性を向上させた。また、Abz-E3M 処理区では葉中および挿し穂基部中

の内⽣ IAA濃度も増加しており、不定根発根に関与している VvARF6 および

VvARF8、VvARF17 の遺伝⼦発現を制御することで発根率を⾼めた（Fig. 2.7）。

本研究の結果は、乾燥ストレス下のブドウ挿し⽊において、ABA8’位⽔酸化酵

素 CYP707A 阻害剤処理が乾燥ストレス耐性および不定根発根の促進に効果的

な⽅法であることを⽰唆している。  
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Fig. 2.7 Schematic diagram of the regulation of dehydration tolerance and adventitious 

rooting in grape cuttings by Abz-E3M treatment. Dark arrows indicate increase. Blank 

arrows indicate decrease.   
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第 3 章 収穫後の⾼温ストレス処理＋ABA 合成阻害剤処理が 

ウメ果実の追熟に及ぼす影響 

 

3.1 緒⾔ 

 ウメ（Prunus mume Sieb. et Zucc.）果実は緑熟期に収穫し、梅酒や梅⼲しなど

に加⼯し利⽤されているが、ウメ果実は⽇持ち性が悪いことが問題となってい

る。⼀般的に、果実や野菜などの⽇持ち性を向上させる⽅法として、低温貯蔵が

効果的であることが知られている。しかし、ウメ果実は低温障害を⽣じることか

ら低温貯蔵に適さない果実であり（Imahori et al., 2008; Endo et al., 2019）、ウメ果

実の⽇持ち性を向上させるための効果的な技術が求められている。ウメ果実は

貯蔵中にエチレン産⽣が認められるクライマクテリック型果実に分類される。

エチレンは果実の⼩胞体膜にある Ethylene response 1（ETR1）および Ethylene 

response sensor 1（ERS1）などのエチレン受容体で認識された後、Constitutive triple 

response 1（CTR1）から下流へとシグナル伝達を⾏う（Ju and Chang, 2015）。追

熟中の果実ではエチレン産⽣の増加に伴いエチレン受容体および CTR1 遺伝⼦

の発現が増加することが報告されている（El-Sharkawy et al., 2007）。 

 植物ホルモンのアブシシン酸（ABA）は⾮クライマクテリック型果実の成熟に

関与していることが知られている（Wheeler et al., 2009; Jia et al., 2011）が、ウメ

を含むクライマクテリック型果実の追熟への関与も⽰唆されている（Setha et al., 

2004; Mou et al., 2016; Wang et al., 2019）。ABA 合成の律速段階は 9-cis-エポキシ

カロテノイドジオキシゲナ−ゼ（NCED）によるキサントキシンの⽣成である。

ABA のシグナル伝達はタンパク質脱リン酸化酵素 Protein phosphatase 2Cs 

（PP2Cs）により抑制されており、ABA受容体が ABA を認識した後に PP2Cs の

活性を阻害することでシグナル伝達が活性化する（Umezawa et al., 2009）。近年、

様々な植物における PP2Cs の単離および機能解析が⾏われている。例えば、シ
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ロイヌナズナでは AtABI1 および AtPP2CA の 2つの PP2C が ABA シグナル伝達

に関与していることが報告されている（Krzywinska et al., 2016）。またブドウに

おいては、VvPP2C4 および VvPP2C9 が ABA 受容体に結合する主要な PP2C で

あることが⾒いだされた（Boneh et al., 2012）。ノルジヒドログアイアレチン酸

（NDGA）は NCED に作⽤することで ABA 合成を阻害する（Creelman et al., 

1992）。これまでに NDGA 処理がクライマクテリック型果実の追熟に及ぼす影

響についていくつか報告されている。例として、外⽣ NDGA 処理によりチェリ

ートマトやマンゴーのエチレン産⽣が抑制された（Mou et al., 2016; Zaharah and 

Singh, 2012）。 

 収穫後の⾼温ストレス処理は果実のエチレン産⽣や呼吸に影響することが報

告されている。例えば、収穫後の温⾵処理はスモモ果実のエチレン産⽣および呼

吸のクライマクテリックライズを遅延させた（Luo et al., 2010）。また収穫後の温

⽔浸漬処理はライム果実およびアンズ果実の呼吸およびエチレン産⽣量を減少

させた（Kaewsuksaeng et al., 2015; Wu et al., 2015）。⼀⽅で、⾼温ストレス処理は

内⽣ ABA 蓄積を促進させることが、タバコやブドウなどで報告されている

（Teplova et al., 2000; Abass and Rajashekar, 1993）。そのため、ウメ果実の追熟抑

制には⾼温ストレスと ABA 合成阻害剤の併⽤処理によるエチレン産⽣および

ABA 合成の両⽅を阻害することが効果的であるかもしれない。 

 そこで本研究では、収穫後の温⽔処理および NDGA 処理の併⽤処理がウメ果

実の追熟に及ぼす影響について検討した。 
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3.2 材料および⽅法 

3.2.1 供試材料 

 供試材料には、本研究科研究圃場栽植のウメ‘稲積’（Prunus mume Sieb. et Zucc.）

成⽊ 2 樹から収穫した果実を供試した。緑熟期に果実を収穫し、サイズおよび

果⽪⾊が均⼀になるように 336 果を選別した。 

 

3.2.2 温⽔処理および NDGA 処理 

 選別した 336 果をランダムに 4 つの処理区（①温⽔処理区, ②NDGA 処理区, 

③温⽔＋NDGA 処理区, ④無処理区）に分け、1 処理区あたり 84 果とした。温

⽔処理は果実を 40℃の蒸留⽔に 5分間浸漬した後、冷却のために直ちに 22℃の

蒸留⽔に 5分間浸漬させた。NDGA 処理は果実を 22℃の NDGA（100 μM）溶液

に 5分間浸漬させた。温⽔＋NDGA 処理は果実を 40℃の蒸留⽔に 5分間浸漬し

た後、22℃の NDGA（100 μM）溶液に 5分間浸漬させた。無処理区は果実を 22℃

の蒸留⽔に 5分間浸漬させた。いずれの果実も処理後に果実表⾯を⾃然乾燥し、

有孔低密度ポリエチレン袋（厚さ 0.03 mm, 18 cm×27 cm）に 7 果/袋となるよう

に袋詰めし、温度 25℃、相対湿度 95%、暗⿊下で貯蔵した。 

 

3.2.3 サンプリング 

 サンプリングは処理 0、1、3 および 6 ⽇後に⾏った。⼀度のサンプリングで

処理区あたり 3袋をランダムに選び、3反復とした（計 21 果）。果⽪⾊および果

⾁硬度の測定後に、果⽪のみを液体窒素で凍結させ、分析まで−80℃の冷凍庫中

で保存した。果⽪⾊および果⾁硬度、総クロロフィル含量、エチレン産⽣量の測

定は処理 0、3 および 6⽇後に⾏い、内⽣ ABA濃度および遺伝⼦発現解析は処

理 0、1、3 および 6⽇後のサンプルを使⽤した。 
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3.2.4 果⾁硬度の測定 

 果⾁硬度の測定にはレオメーターCR-100（Sun Scientific Co., Ltd.）を⽤いた。

ランダムに選んだ果実の⾚道⾯ 2ヶ所を付属の進⼊弾性⽤プランジャー（直径 3 

mm）を⽤い、試料台速度 100 mm/分、進⼊深度 3 mm に設定した定深度測定モ

ードで測定した。2ヶ所における平均値を果⾁硬度とした。 

 

3.2.5 果⽪⾊の測定 

 果⽪⾊の測定には⾊彩⾊差計 CM-2002（Konica Minolta Inc.）を⽤いた。ラン

ダムに選んだ果実の⾚道⾯ 3ヶ所における L*a*b*値を測定後、平均値を求め、

McLellan ら（1995）の⽅法に基づいて、以下の式から⾊相⾓を算出した。 

 

⾊相⾓ (°)＝arctan (b*/a*)・・・a*値が＋である場合 

⾊相⾓ (°)＝180°＋arctan (b*/a*)・・・a*値が−である場合 

 

3.2.6 総クロロフィル含量の測定 

 クロロフィルの抽出および測定は Porra ら（1989）の⽅法に従った。すなわち、

凍結保存した果⽪ 0.5 g を 3 mL の N, N-ジメチルホルムアミドに浸漬し、4℃、

暗⿊下で 24時間静置することでクロロフィルを抽出した。その後、分光光度計

U-2910（Hitachi Ltd.）を⽤い、抽出液の 647 nm および 664 nm における吸光度

A647 および A664 を測定した。総クロロフィル含量は Porra ら（1989）に従い下記

の計算式から算出した。 

 

総クロロフィル含量 (μg/mL)＝17.67A647＋7.12 A664 
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3.2.7 エチレン産⽣量の測定 

 エチレン産⽣量の測定は Nimitkeatkai ら（2011）の⽅法を参考にガスクロマト

グラフィー（GC）による分析を⾏った。ウメ果実 7 果を容積 1.7 L のプラスチ

ック容器内に⼊れ、密閉した後 25℃下で 1時間静置した。その後、容器内のヘ

ッドスペースガスを注射器で採取し、採取したヘッドスペースガス 1 mL を GC-

2014（Shimadzu Corp.）に打ち込んだ。カラムには Porapak Q 充填カラム（2.0 

m×2.2 mm, Waters Corp.）を⽤い、カラム温度は 50℃に設定した。検出には⽔素

炎イオン化検出法（FID）を⽤い、検出器の温度は 150℃とした。キャリアガス

は窒素とし、流速は 30 mL/分とした。 

  

3.2.8 内⽣ ABA の抽出・分析 

 ABA の抽出は Kondo ら（2014）を参考に⾏った。0.5 g の凍結サンプルに内部

標準として 0.2 μg の[2H6]-ABA を加え、0.1%（w/v）ジブチルヒドロキシトルエ

ンおよび 0.1%（w/v）L(+)-アスコルビン酸含有の 80%（v/v）メタノール 10 mL

とともに氷中でホモジナイザー（PHYSCOTRON NS-52, Microtec Co., Ltd.）を⽤

いて粉砕した。氷中、暗⿊下で 1時間振盪させた後、微量⾼速遠⼼機（CF15RN, 

Eppendorf Himac Technologies Co., Ltd.）で遠⼼分離（15000 g, 15分, 4℃）し、上

清を濾過した。濾液はロータリーエバポレーターを⽤いて乾固した。20 mL の蒸

留⽔で溶解後、溶液の pH が 2.5 となるように 1 M塩酸を加えた。その後、20 mL

の酢酸エチルとともに分液ロート中で分離させ、酢酸エチル層を回収した。酢酸

エチルによる分配は 3 回⾏い、回収した酢酸エチル層はロータリーエバポレー

ターで乾固した。1 mL の 100%メタノールで再溶解した後、孔径 0.45 μm の

Omnipore親⽔性 PTFE メンブレンフィルター（Merck Millipore Corp.）で濾過し

た。その後、濾液 5 μL を液体クロマトグラフィー質量分析法（LC-MS）により
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分析した。HPLC には LC-2010C（Shimadzu Corp.）を、質量分析には LCMS-2010EV

（Shimadzu Corp.）を⽤いた。カラムには ODS-Mightysil RP-18GP Aquaカラム（φ5 

μm, 150 mm×2 mm, Kanto Chemical Co., Inc.）を⽤い、カラムオーブンは 40℃と

した。移動相には 20 mMギ酸含有の 80%（v/v）メタノールを⽤い、流速は 0.3 

mL/分に設定した。分析はネガティブモードにおけるイオンモニタリング（SIM）

法で⾏った。ABA濃度は m/z（ABA：263, [2H6]-ABA：269）におけるピーク⾯

積から⾯積⽐を算出後、標準曲線から決定した。 

 

3.2.9 総 RNA抽出および cDNA 合成 

 総 RNA抽出は Li ら（2008）および Henderson and Hammond（2013）の臭化ヘ

キサデシルトリメチルアンモニウム（CTAB）法を参考に⾏った。抽出液として

15 mL の 5 M 酢酸カリウム、500 μL の β-メルカプトエタノールおよび 35 mL の

CTAB バッファー（2% CTAB, 2%ポリビニルピロリドン-40, 2 M NaCl, 20 mM 

EDTA (pH 8.0), 100 mM Tris-HCl (pH 8.0)）の混合溶液を作成し、65℃下で温めた。

−80℃の冷凍庫中で凍結保存した果⽪ 0.5 g を液体窒素中で乳鉢、乳棒を⽤いて

粉砕し、粉末を 8 mL の抽出液に加えて、65℃下で 8分間温めた。微量⾼速遠⼼

機（CF15RN, Eppendorf Himac Technologies Co., Ltd.）で遠⼼分離（10000 g, 5分, 

室温）した後、上清のみを等量のクロロホルム：イソアミルアルコール（24:1, v/v）

溶液と⼗分に混合し、遠⼼分離（10000 g, 10分, 室温）後、上層のみを回収した。

上層に対して 0.04倍量の 3 M 酢酸カリウム溶液および 0.7倍量のイソプロパノ

ールを加え、転倒混和した。その後、MicroElute Clean-Upカラム（Favorgen Biotech 

Corp.）に RNA を含む抽出液 750 μL を加え、マイクロ冷却遠⼼機 3700（Kubota 

Corp.）で遠⼼分離（10000 g, 30秒, 室温）によりカラム中の⽩膜に RNA を吸着

させた。同様の操作により抽出液すべてを⽩膜に吸着させた後、70%（v/v）エタ

ノール 500 μL をカラムに加え、遠⼼分離（10000 g, 1分, 室温）することでカラ
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ム内を洗浄した。その後、カラム内を乾燥させるために遠⼼分離（15000 g, 2分, 

室温）した。ゲノムDNA排除のための DNase 処理には Recombinant DNaseⅠ（Takara 

Bio Inc.）を⽤い、カラム中の⽩膜に DNase 処理を⾏った。室温で 15分間静置し

た後、70%（v/v）エタノール 500 μL を加え、遠⼼分離（10000 g, 1分, 室温）に

よる洗浄を 2 回⾏った。カラム内を乾燥させるために遠⼼分離（15000 g, 2 分, 

室温）した後、30 μL Milli-Q ⽔をカラムに加え、5分間静置した。カラムに新し

いマイクロチューブを装着した後、遠⼼分離（10000 g, 1分, 室温）し、抽出し

た RNA含有の Milli-Q ⽔をマイクロチューブに採取した。抽出した RNA の純度

確認のために、1%アガロースゲルを⽤いた電気泳動を⾏い、臭化エチジウムに

よる染⾊後、バンドを確認した。また、分光光度計（SmartSpec Plus, Bio-Rad 

Laboratories Inc.）を⽤いて、260 nm における吸光度を測定し RNA の濃度を決定

した。cDNA は抽出した RNA 0.5 μg から ReverTra Ace qPCR RT Master Mix

（TOYOBO Co., Ltd.）および 2720 Thermal Cycler（Thermo Fisher Scientific Inc.）

を⽤い合成した。合成した cDNA は Milli-Q ⽔で 5倍希釈し、定量 RT-PCR に供

試した。 

 

3.2.10 定量 RT-PCR による遺伝⼦発現解析 

 合成・希釈した cDNA をテンプレートに KAPA SYBR FAST qPCR Master Mix 

ABI Prism（Kapa Biosystems Inc.）と StepOnePlus Real-Time PCR system（Thermo 

Fisher Scientific Inc.）を⽤いて、定量 RT-PCR を⾏った。定量 RT-PCR に供試し

たプライマー（Table 3.1）は Primer 3 Plus によりデザインし、遺伝⼦発現量は⽐

較 Ct 法から算出した。ハウスキーピング遺伝⼦には PmActin および PmUbiquitin

を⽤いた（Wang et al., 2014）。 
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3.2.11 統計解析 

 データはすべて平均値±標準誤差で表した。処理区間の平均値は SPSS 

statistics version 26（International Business Machines Corp.）を⽤いて Tukey’s HSD

検定を⾏い、5%⽔準で有意差検定を⾏った。  
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Table 3.1 Primer sequences used in quantitative RT-PCR analysis. 

Gene name   Forward/Reverse primer (5'-3') Accession No. 

        

PmACS1 (F) TCCCGAGTTCAGAAAGGCTGT AB499128  

  (R) ACCAGCCCGAAACTTGACAT   

PmACO1 (F) GGGCTTCTTTGAGCTTGTGAGT AB031027 

  (R) TGGGCAATCACTCTGTGCTC   

PmETR1 (F) TAGTGCAAGGCAATGGCATGTC AB031028 

  (R) TTGCAGCATGTGACAGAGCAAC   

PmERS1 (F) ATCTCATTGCGCACAGACCAAC XM_008236910 

  (R) ACGACCATCGGCTTTCAAACAC   

PmCTR1 (F) AGCAAGACTTTCATGCCGAACG XM_008243072 

  (R) TTTGGATGCCGCAGTCGTTTC   

PmNCED1 (F) CCCCCGTGATCTACGACAAG XM_008228017 

  (R) ACAACGACTTCGTCCGTCTC   

PmPP2C37-like (F) TTCGGACGCCTCCATTTTGTTG  XM_008235259  

  (R) AAAACGACGCCGGATTTAGCAC    

PmUbiquitin (F) AAGGCGAAGATCCAGGACAAGGAG Pm009747 

  (R) CCACGGAGACGAAGCACCAAA   

PmActin (F) CCCTAAGGCTAACAGAGAAAAGA Pm005252 

  (R) CAGCAAGGTCCAGACGAAGAAT   
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3.3 結果 

3.3.1 果⽪⾊の外観 

Fig. 3.1 に処理 0⽇後、3⽇後および 6⽇後の各処理区における果⽪⾊の外観を

⽰した。処理 3 ⽇後の無処理区において果⽪⾊の⻩化が⾒られたが、温⽔処理

区、NDGA 処理区および温⽔+NDGA 処理区における果⽪⾊は緑⾊であった。ま

た処理 6⽇後において、果⽪⾊の⻩化が⾒られた温⽔処理区および NDGA 処理

区に⽐べ、温⽔+NDGA 処理区では果⽪⾊の⻩化が抑えられていた。 

 

3.3.2 果⾁硬度 

すべての処理区において、果⾁硬度は処理 3⽇後に急激に低下した（Fig. 3.2a）。

処理 3 ⽇後における温⽔＋NDGA 処理区の果⾁硬度は他の処理区に⽐べて、有

意に⾼かった。 

 

3.3.3 ⾊相⾓ 

すべての処理区において、果⽪における⾊相⾓は貯蔵期間中に減少し続けた

（Fig. 3.2b）。処理 3⽇後および 6⽇後において、温⽔処理区および NDGA 処理

区の⾊相⾓は無処理区よりも有意に⾼かった。また、温⽔＋NDGA 処理区の⾊

相⾓はすべての処理区の中で最も⾼かった。 

 

3.3.4 総クロロフィル含量 

すべての処理区において、果⽪中の総クロロフィル含量は貯蔵期間中に減少し

続けた（Fig. 3.2c）。処理 3⽇後および 6⽇後において、温⽔＋NDGA 処理区の

総クロロフィル含量は無処理区に⽐べ有意に⾼かった。 
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Fig. 3.1 Visual peel color changes in Japanese apricot fruit in untreated control (first row), 

HW (second row), NDGA (third row) and HW + NDGA (fourth row). 
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Fig. 3.2 Changes in firmness (a), hue angle value (b), and total chlorophyll 

concentration (c) in the untreated control and in HW-treated, NDGA-treated, and 

HW+NDGA-treated fruit. Data are means ± SE (three replications of seven fruit) and 

separated by Tukey’s HSD test at P<0.05. “ns” indicates not significant. 
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3.3.5 エチレン産⽣量 

処理前のウメ果実におけるエチレン産⽣は認められなかった（Fig. 3.3）。無処

理区のエチレン産⽣量は処理 3 ⽇後にピークとなり、処理 6 ⽇後に減少した。

処理 3⽇後において、温⽔処理区および NDGA 処理区のエチレン産⽣量は無処

理区よりも有意に減少し、温⽔＋NDGA 処理区のエチレン産⽣量はすべての処

理区で最も低かった。 

 

3.3.6 エチレン関連遺伝⼦発現 

エチレンの合成に関与する遺伝⼦ PmACS1 および PmACO1 の発現量は処理 3

⽇後に著しく増加した（Fig. 3.4a, b）。処理 1⽇後における温⽔処理区の PmACS1

および PmACO1 の遺伝⼦発現量は無処理区よりも有意に減少した。また、処理

1⽇後および 3⽇後における NDGA 処理の PmACS1遺伝⼦発現量は無処理区よ

りも有意に減少した。温⽔＋NDGA 処理区の PmACS1 および PmACO1遺伝⼦発

現量は処理 1 ⽇後および 3 ⽇後に無処理区よりも有意に減少した。エチレン受

容体およびシグナル伝達に関与する遺伝⼦ PmETR1、PmERS1 および PmCTR1 の

発現量はいずれも同様の傾向を⽰した（Fig. 3.5a, b, c）。すなわち、処理 1⽇後に

おいて、温⽔処理区における PmETR1、PmERS1 および PmCTR1 の遺伝⼦発現量

は無処理区よりも有意に減少した。また NDGA 処理区の PmETR1 および PmCTR1

の遺伝⼦発現量は処理 1 ⽇後および 3 ⽇後に無処理区よりも有意に減少した。

温⽔＋NDGA 処理区の PmETR1、PmERS1 および PmCTR1遺伝⼦発現量は処理 1

⽇後および 3⽇後において、無処理区よりも有意に減少した。 
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Fig. 3.3 Changes in ethylene production in the untreated control and in the HW-treated, 

NDGA-treated, and HW+NDGA-treated fruit. Data are means ± SE (three replications of 

seven fruit) and separated by Tukey’s HSD test at P<0.05. “ns” indicates not significant. 
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Fig. 3.4 Changes in gene expression of PmACS1 (a) and PmACO1 (b) in the untreated 

control and in the HW-treated, NDGA-treated, and HW+NDGA-treated fruit. Data are 

means ± SE (three replications of seven fruit) and separated by Tukey’s HSD test at 

P<0.05. “ns” indicates not significant. 
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Fig. 3.5 Changes in gene expression of PmETR1 (a), PmERS1 (b), and PmCTR1 (c) in 

the untreated control and in HW-treated, NDGA-treated, and HW+NDGA-treated fruit. 

Data are means ± SE (three replications of seven fruit) and separated by Tukey’s HSD 

test at P<0.05. “ns” indicates not significant. 
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3.3.7 内⽣ ABA濃度 

無処理区における内⽣ ABA濃度は処理 3⽇後にピークとなった後、処理 6⽇

後に減少した（Fig. 3.6a）。温⽔処理区の内⽣ ABA濃度は、処理 1⽇後に無処理

区よりも有意に⾼くなり、処理 3 ⽇後には有意に低かった。NDGA 処理区およ

び温⽔+NDGA 処理区の内⽣ ABA濃度は処理 1⽇後および 3⽇後において、無

処理区よりも有意に減少した。処理 3⽇後において、温⽔+NDGA 処理区の内⽣

ABA濃度はすべての処理区の中で最も低かった。 

 

3.3.8 ABA 関連遺伝⼦発現 

ABA 合成の律速酵素遺伝⼦ PmNCED1 の発現量は内⽣ ABA濃度と同傾向であ

った（Fig. 3.6b）。すなわち、温⽔処理区の PmNCED1 発現量は処理 1⽇後に無

処理区よりも有意に⾼くなり、処理 3⽇後には有意に減少した。また、処理 1⽇

後および 3⽇後における NDGA 処理区および温⽔＋NDGA 処理区の PmNCED1

遺伝⼦発現量は無処理区よりも有意に減少した。ABA のシグナル伝達を負に制

御している遺伝⼦ PmPP2C37-like の発現量は内⽣ ABA濃度および PmNCED1遺

伝⼦発現量と逆の傾向となった（Fig. 3.6c）。すなわち、温⽔処理区の PmPP2C37-

like遺伝⼦発現量は処理 1⽇後に無処理区よりも有意に低くなった。また、処理

3 ⽇後における温⽔＋NDGA 処理区の PmPP2C37-like 遺伝⼦発現量はすべての

処理区の中で最も⾼かった。 
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Fig. 3.6 Changes in endogenous ABA concentration (a) and gene expression of 

PmNCED1 (b) and PmPP2C37-like (c) in the untreated control and in HW-treated, 

NDGA-treated, and HW+NDGA-treated fruit. Data are means ± SE (three replications 

of seven fruit) and separated by Tukey’s HSD test at P<0.05. “ns” indicates not 

significant. 
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3.4 考察 

本研究において、収穫後の温⽔＋NDGA 処理がウメ果実の軟化および果⽪⾊の

⻩化を遅延させるのに最も効果的であった。果実の軟化抑制には細胞壁分解関

連酵素の不活性化が関連している（Lurie, 1998）。トマト果実において、⾼温処

理はポリガラクチュロナ−ゼ遺伝⼦の発現を著しく抑制した（Lurie et al., 1996）。

ウメ果実の商品価値の低下は果⽪⾊の⻩化から始まる（Zhang et al., 1991）。また、

収穫後のウメ果実の果⽪⾊の⻩化にはクロロフィル分解が関連している（Wang 

et al., 2019）。ライム果実において、温⽔処理が果⽪のクロロフィル分解を遅延さ

せ、フェオフォルバイド a やピロフェオフォルバイド a などのクロロフィル分

解産物を減少させた（Opio et al., 2017; Kaewsuksaeng et al., 2019）。さらに、収穫

前のウメ果実に対する NDGA 処理はクロロフィル分解酵素クロロフィラーゼ遺

伝⼦ PmCHL1 の遺伝⼦発現を抑制することで、クロロフィル分解を遅延させた

（Wang et al., 2019）。以上のことから、本研究では、温⽔＋NDGA 処理が細胞壁

分解酵素やクロロフィル分解酵素の不活性化に最も効果的であった可能性が考

えられた。収穫後の温⽔処理は果実のエチレン産⽣を制御する効果的な技術の

⼀つである（Opio et al., 2017）。Kesta ら（1999）は、⾼温処理によるマンゴー果

実のエチレン産⽣の減少が 1-アミノシクロプロパン-1-カルボン酸（ACC）合成

酵素（ACS）および ACC 酸化酵素（ACO）の酵素活性の抑制によるものである

ことを報告した。また、NDGA 処理がウメ果実のエチレン産⽣を抑制すること

が⽰されており（Wang et al., 2019）、本研究の結果はこれらの報告と⼀致した。

エチレン受容体遺伝⼦ PmETR1、PmERS1 およびエチレンシグナル関連遺伝⼦

PmCTR1 の発現量は温⽔および NDGA 処理により減少した。Mou ら (2016)はチ

ェリートマトの果実に対し、NDGA 処理をすることで、エチレン産⽣および

LeACS2、LeACO1 および LeACO3 の遺伝⼦発現を抑制したが、LeETR1、LeERS1

および LeCTR1 の遺伝⼦発現には影響しなかったことを⽰した。植物成⻑調節物
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質が ETR1、ERS1 および CTR1 遺伝⼦に及ぼす影響は植物種間で異なる可能性

がある。例として、エチレン受容体阻害剤である 1-メチルシクロプロペン（1-

MCP）がリンゴ果実の MdETR1、MdERS1 および MdCTR1 の遺伝⼦発現を抑制

した⼀⽅で、モモ果実の PpETR1、PpERS1 および PpCTR1 の遺伝⼦発現には影

響しなかった（Dal Cin et al., 2006）。本研究では、NDGA 処理がウメ果実の PmETR1、

PmERS1 および PmCTR1 の遺伝⼦発現に影響を及ぼした。ウメ果実のエチレン

受容体およびシグナル伝達遺伝⼦の NDGA 処理に対する反応が前述のチェリー

トマト果実に⽐べて感受的であるのかもしれない。本研究において、温⽔処理に

より処理 3 ⽇後の内⽣ ABA 濃度は NDGA 処理と同様に減少したにもかかわら

ず、温⽔処理 1⽇後の内⽣ ABA濃度は増加し、PmPP2C37-like遺伝⼦発現は抑

制されていた。ABA は環境ストレス耐性に関与する植物ホルモンとして位置づ

けられている（Sah et al., 2016）。これまでに、⾼温ストレスに対する ABA の役

割に関する報告が⾏われている。例えば、アシおよびブドウに⾼温処理を⾏った

ところ、⼀時的に内⽣ ABA含量が増加し、⾼温耐性が向上した（Ding et al., 2010; 

Wang et al., 2005）。また、トウモロコシおよびクリーピングベントグラスに外⽣

ABA 処理を⾏ったところ、⾼温耐性の向上が認められた（Gong et al., 1998; 

Larkindale and Huang, 2005）。さらに、タバコにおいて、⾼温処理により ABA シ

グナル伝達を負に制御する NtPP2C1 の遺伝⼦発現が速やかに減少した（Vranová 

et al., 2000）。すなわち、本研究で認められた温⽔処理による⼀時的な ABA濃度

の上昇は、⾼温ストレスに対する反応であると推察された。また、温⽔+NDGA

処理区における処理 3 ⽇後の内⽣ ABA 濃度はすべての処理区の中で最も低く、

PmPP2C37-like 遺伝⼦の発現は最も⾼くなった。これらの結果は、温⽔処理と

NDGA 処理の併⽤処理が ABA 合成およびシグナル伝達を阻害するのに効果的

であることを⽰唆している。 
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3.5 結論 

本研究において、温⽔処理（40℃, 5分）と 100 μM NDGA 処理（22℃, 5分）の

併⽤処理はエチレン関連遺伝⼦（PmACS1, PmACO1, PmETR1, PmERS1 および

PmCTR1）および ABA 関連遺伝⼦（PmNCED1 および PmPP2C37-like）の遺伝⼦

発現を制御することで、収穫後のウメ‘稲積’果実のエチレン産⽣量および内⽣

ABA濃度を抑制した。その結果、果⽪中のクロロフィル分解や果⽪⾊の⻩化、

果⾁の軟化を遅延させた（Fig. 3.7）。これらの結果は、収穫後の⾼温ストレス処

理と ABA 合成阻害剤処理の併⽤処理がウメ果実の⽇持ち性向上に効果的な⽅法

であることを⽰唆している。 
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Fig. 3.7 Schematic diagram of the regulation of fruit ripening by combination treatment 

of hot water + NDGA. Dark arrows indicate upregulation. Blank arrows indicate 

downregulation. 

  

SAM

ACC

β-carotene

Xanthoxin

PYR/PYL/RCAR

PmPP2C39-like

PmETR1/PmERS1

PmCTR1

Ethylene
ABA

PmNCED1PmACS1

PmACO1

Ethylene signaling

SnRK2

Fruit ripening
［softening, yellowing, chlorophyll degradation］

ABA signaling

SAM

ACC

β-carotene

Xanthoxin

PYR/PYL/RCAR

PmPP2C39-like

PmETR1/PmERS1

PmCTR1

Ethylene
ABA

PmNCED1PmACS1

PmACO1

Ethylene signaling

SnRK2

Fruit ripening
［softening, yellowing, chlorophyll degradation］

ABA signaling

Untreated control Hot water + NDGA



 60 

第 4 章 総括 

 

4.1 本論⽂の摘要 

内⽣ ABA 制御による環境ストレス応答への影響を明らかにすることを⽬的

に、はじめに「ABA8’位⽔酸化酵素阻害剤処理がブドウ挿し⽊の乾燥ストレス

耐性および発根に及ぼす影響」について検討した。ブドウ‘巨峰’挿し⽊に

ABA8’位⽔酸化酵素阻害剤 Abz-E3M を葉⾯散布した後、乾燥ストレス処理を

⾏った。その結果、葉中の ABA代謝物濃度の減少に伴い、内⽣ ABA濃度が増

加し、乾燥ストレス耐性向上が認められた。また、Abz-E3M 処理は挿し穂葉中

および基部中の内⽣ IAA濃度を増加させ、不定根発根に関与する遺伝⼦

VvARF6、VvARF8 および VvARF17 の遺伝⼦発現を制御することで発根率を上

昇させた。このことから、乾燥ストレス下のブドウ挿し⽊において ABA8’位⽔

酸化酵素阻害剤処理は乾燥ストレス耐性の向上および発根率の向上に効果的な

⽅法であると推察された。次に「収穫後の⾼温ストレス処理＋ABA 合成阻害剤

処理がウメ果実の追熟に及ぼす影響」について検討した。緑熟期に収穫したウ

メ‘稲積’果実に温⽔＋NDGA 処理を⾏った結果、果⽪⾊の⻩化が遅延し、果⾁

硬度が⾼くなった。また、温⽔＋NDGA 処理によりエチレン産⽣量が減少し、

エチレン関連遺伝⼦ PmACS1、PmACO1、PmETR1、PmERS1 および PmCTR1 の

発現が抑制されていた。さらに、内⽣ ABA濃度および ABA 合成関連遺伝⼦

PmNCED1 発現が抑制されており、ABA シグナル抑制遺伝⼦ PmPP2C37-like の

発現は⾼まった。以上の結果は、⾼温ストレス処理＋ABA 合成阻害剤処理が、

ウメ果実の追熟遅延に効果的な⽅法であると推察された。以上より、環境スト

レス下での内⽣ ABA 制御は植物の環境ストレス応答に影響し、より好ましい

ストレス応答へと制御できると考えられた。 
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4.2 今後の課題および展望 

環境ストレスは作物⽣産に悪影響を及ぼす重要な要因である（Ashraf et al., 

2012）。⼀⽅で、適度な環境ストレス処理は収穫後の果実の貯蔵性向上や品質

維持に効果的である（Opio et al., 2017; Francini and Sebastiani, 2019）。ABA は植

物の環境ストレス応答に関与する植物ホルモンであり、内⽣ ABA 量の制御は

植物の環境ストレス応答をより好ましいストレス応答へと制御できる可能性が

ある。そこで本研究では、ABA 不活性化阻害剤による乾燥ストレス下での

ABA 内⽣量の増強および ABA 合成阻害剤による⾼温ストレス下での ABA 内

⽣量の抑制について試みた。 

第 2 章において、乾燥ストレス下におけるブドウ挿し⽊への ABA8’位⽔酸化

酵素阻害剤処理による内⽣ ABA濃度の増加、プロリン濃度および抗酸化活性

の低下ならびに葉の⽔ポテンシャルを⾼く維持した本結果は、既往のリンゴ実

⽣を供試した研究（Kondo et al., 2012; Sales et al., 2017）と同様の結果となり、

ブドウ挿し⽊においても乾燥ストレス耐性の向上が確認されたと⾔える。ブド

ウ挿し⽊は発根の有無が繁殖の成否を決定する要因であることから（Shiozaki 

et al., 2013）、本研究では挿し穂地上部への乾燥ストレス耐性付与が発根に及ぼ

す影響について注⽬した。その結果、乾燥ストレス耐性が向上した挿し穂にお

いて、発根率の増加が認められた。ブドウ挿し⽊の発根には内⽣ IAA が関与し

ている（Kawai, 1996）。そこで発根率増加の要因を探るために、挿し穂葉中お

よび基部中の内⽣ IAA濃度を測定したところ、両部位における内⽣ IAA濃度

は ABA8’位⽔酸化酵素阻害剤処理区で増加していた。乾燥ストレスは葉の内⽣

ABAだけでなく IAA も増加させるとの知⾒があることから（Mahouachi et al., 

2014; Zhang et al., 2015; Li et al., 2016）、ABA の不活性化阻害による内⽣ ABA の

増加が内⽣ IAA の蓄積にも関与していると推察されたが、ABA8’位⽔酸化酵素

阻害剤そのものによる IAA 合成への影響は未検討であるため、今後さらなる研
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究が必要であると考える。不定根形成とオーキシンシグナル関連遺伝⼦につい

ては、シロイヌナズナを供試した研究から、ARF6 および ARF8 が正の調節因

⼦として、ARF17 が負の調節因⼦として働くことが報告されている（Gutierrez 

et al., 2009）。本研究においても、VvARF6、VvARF8 および VvARF17 の 3つの

ARF遺伝⼦について発現解析を⾏ったところ、シロイヌナズナと同様に

VvARF6 および VvARF8 が発根に対してポジティブレギュレーターとして作⽤

し、VvARF17 がネガティブレギュレーターとして作⽤していた。ARF のリプレ

ッサーとして機能する AUX/IAA やオーキシン応答性遺伝⼦についても検討す

ることで、乾燥ストレス耐性付与による不定根発根への影響がより詳細に明ら

かになると思われる。 

第 3 章において、収穫後の⽇持ち性が極めて悪いことが経験的に知られてい

るウメ果実は、本研究においても、貯蔵開始 3⽇後には果⾁の軟化と果⽪⾊の

⻩化が認められた。ウメは低温貯蔵に適さないこと（Imahori et al., 2008; Endo 

et al., 2019）や、1-MCP の効果が低いこと（Poyesh et al., 2017）から、⽇持ち性

向上のための⽅法が求められている。⾼温ストレス処理は果実のエチレン合成

を阻害するが、⼀⽅で、⾼温ストレス耐性のために内⽣ ABA を増加させる

（Teplova et al., 2000; Abass and Rajashekar, 1993）。既往の研究から、ウメ果実の

追熟にはエチレンに加え、内⽣ ABA の関与も⽰唆されている（Wang et al., 

2019）ことから、ウメ果実の⽇持ち性向上にはエチレンおよび ABA両⽅の合

成阻害が重要であると考えた。そこで本研究では、⾼温ストレス処理として⽤

いた温⽔浸漬処理と ABA 合成阻害剤 NDGA 処理の併⽤処理について検討し

た。⾼温ストレス処理はエチレン産⽣の抑制だけでなく、外⽣エチレン処理の

効果も阻害することから、⾼温ストレス処理がエチレン受容体にも作⽤すると

考えられてきた（Lurie, 1998）。本研究では、温⽔処理がエチレン合成系遺伝⼦

に加え、エチレン受容体およびシグナル関連遺伝⼦の発現も抑制することを⾒
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出した。また、温⽔処理 1⽇後の果実で内⽣ ABA の増加が認められた。前述

のように、植物は⾼温ストレス耐性のために⼀時的に内⽣ ABA を増加させる

ことが報告されており（Ding et al., 2010; Wang et al., 2005）、本研究における温

⽔処理による内⽣ ABA の増加は⾼温ストレス耐性のための⼀時的な増加であ

ったと考えられた。⼀⽅で、温⽔＋NDGA 処理はエチレンおよび ABA両⽅の

合成を阻害していたことから、仮説通り、併⽤処理によりウメ果実の追熟抑制

効果は温⽔処理あるいは NDGA 処理の単⽤処理よりも効果的であった。しか

し、温⽔＋NDGA 処理でも果⾁の軟化が速やかに進⾏したことや、処理 6⽇後

には果⽪⾊の⻩化も開始したことから、実⽤化のためには追熟抑制効果の向上

および貯蔵性向上が課題である。 

植物は常に環境ストレスに曝されている。環境ストレス応答を理解し、制御

することは作物⽣産にとってこれからも⽋かせない課題の⼀つである。本研究

で得られた結果が、植物が環境ストレスと上⼿に付き合うための⼀助になるこ

とを期待したい。 
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